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研究成果の概要（和文）：本課題においては、RNF43のリン酸化スイッチによるWntシグナル経路の調節機構の解
明と、RNF43の遺伝子変異が発がんに関与する分子メカニズムの解明を中心とした研究を行った。 その中で、
RNF43のリン酸化スイッチによるWntシグナル経路の調節と発がんへの関与について論文としてNature 
Communications誌に報告した。またBioEssays誌から依頼を受け、Wnt受容体の調節機構と発がんについての総説
を執筆した。さらにメディアでは複数のテレビニュースやがん治療特集番組において研究結果が紹介されたこと
から、本研究は国内外において一定の評価を得たと考えられる。 

研究成果の概要（英文）：In this research project, we focused on elucidating the regulatory mechanism
 of the Wnt receptor degradation via the functional switch of RNF43 by its phosphorylation, and the 
molecular mechanism by which RNF43 gene mutation is involved in carcinogenesis. 
On these projects, we have reported that the phospho-switch of RNF43 roles the direction of Wnt 
signaling to the activation or suppression, and that missense mutations in this switch abolish the 
function of RNF43 and invert it from a tumor suppressor to an oncogene. These results were published
 in Nature Communications. Also, we reported a review explaining the outline of Wnt receptor 
regulation and oncogenesis/onco-therapy in BioEssay. In addition, the results in our research were 
introduced in the media in several TV news programs and a special program for cancer 
research/treatment. Therefore, we think that our research was evaluated as well-contributed to the 
society domestically and internationally.

研究分野： Wnt signaling and oncogenesis

キーワード： RNF43　Wnt　p53　tumorigenesis　ubiquitin
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研究成果の学術的意義や社会的意義
大腸がんは死者数の上位３位以内を占め、また国民の約１割が生涯において大腸がんと診断されることから、日
本の医療に大きなインパクトを与えている疾患といえる。また大腸がんは、左側に発生する比較的予後の良いタ
イプと、右側に発生する予後の悪いタイプに分けられる。本研究で焦点を当てたユビキチン化酵素RNF43の遺伝
子変異は左側では殆ど見られないが、右側のがんではこの左側での遺伝子変異とは相互排他的に高頻度に観察さ
れる。しかし、その発がんにおける分子的詳細は明らかになっていなかった。本研究にて得られた結果は、予後
の悪い右側大腸がんの発症機序を理解した上で、今後の治療方針を決定する上での大きな知見となった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

Wnt/βcateninシグナルの異常活性化と発がんの密接な関係は古くから知られている。そのなか
で、Wnt シグナルの活性調節機構においてエフェクタータンパク質のユビキチン化依存的分解
機構が重要な役割を果たすことも歴史的に示されてきた。特に家族性大腸がんにおいて
βcatenin の分解に重要な役割を果たしている APC 遺伝子の変異が同定されたことが、Wnt シ
グナルの調節機構と発がんメカニズムの解明に大きな役割を果たした。その後も β-catenin の分
解にユビキチンリガーゼの SCFβTrCPが関与するだけでなく、Dvl、Axin、APC、TCF/Lef とい
った Wnt シグナルのエフェクター分子の大半の分子も、それぞれが複数のユビキチンリガーゼ
によって分解されることが明らかにされてきた。最近、幹細胞特異的ユビキチンリガーゼである
ring finger protein 43 (RNF43)が Wnt 受容体の Frizzled (Fzd)をユビキチン化する酵素である
こと、RNF43 が Fzd をユビキチン化依存的にリソソームで分解することが複数のグループから
報告された。RNF43 を欠損したマウスは腸管幹細胞領域の異常拡大を示すことから、腸管恒常
性維持に RNF43 が重要であることも報告されている。我々は、大腸がんで高発現している
RNF43 ががん抑制遺伝子の p53 依存的な細胞死を抑制することを報告しれていた[Shinada, 
BBRC: 404: 143 (2011)]。しかし、RNF43 がどのような分子メカニズムで p53 の転写活性を調
節しているかは、まだ明らかにされていない。がん患者では RNF43 遺伝子に変異が高頻度にみ
られることも報告されており、これらの変異と発がんの関連についての研究が現在も盛んに行
われている。実際、我々は以前、RNF43 の一部の変異が細胞内局在異常を引き起こし Wnt 受容
体の分解不全によるシグナル活性化が発がんの一員となっていることを示した[Tsukiyama 
Molecular and Cellular Biology 35:2007-2023. 2015]。また他のグループはまた別のタイプの変
異により RNF43 が Wnt リガンドに依存せずに直接 Wnt シグナル下流を活性化することも報告
している。 

このように、RNF43 による Wnt 受容体のユビキチン化と p53 経路の調節機構が成体の恒常性
維持に果たす役割とその破綻による発がんは、世界的にも注目されていた。これらの背景に基づ
き、我々は本研究において RNF43 の遺伝子変異による発がん機構のさらなる解明と、その治療
への応用を目指して研究を行った。 

 
２．研究の目的 

大腸がんは死者数の上位３位以内を占め、また国民の約１割が生涯において大腸がんと診断
されることから、日本の医療に大きなインパクトを与えている疾患といえる。我々は以前、大腸
がんで発現の亢進している分子として知られているユビキチンリガーゼ RNF43 が p53 依存的
転写を抑制することで細胞死を抑制することを報告した。さらにその後の研究で RNF43 が Wnt
受容体複合体の分解に関与し、Wnt シグナルと腸管幹細胞の増殖の調節を行っていることが明
らかとなってきた。またその遺伝子変異の発がんへの関与も活発に研究されている。大腸がんは、
左側に発生する比較的予後の良いタイプと、右側に発生する予後の悪いタイプに分けられる。本
研究で焦点を当てたユビキチン化酵素 RNF43 の遺伝子変異は左側では殆ど見られないが、右側
のがんではこの左側での遺伝子変異とは相互排他的に高頻度に観察される【図 1】。しかし、
RNF43 の遺伝子変異の発がんにおける分子的機序の詳細は明らかになっていなかった。そのよ
うな背景の中で、最近我々はRNF43がWnt受容体の分解を行う際に必要とされる酵素活性が、
細胞内ドメインのリン酸化によって調節されている可能性を見出していた。そこで本研究では、
RNF43 のリン酸化による
Wnt シグナルの調節機構が
正常組織においてどのよう
に腸管の恒常性維持に関与
しているか、また発がんス
テップ全体の進行にこの
RNF43 リン酸化制御の破
綻がどのように関与してい
るかを分子レベルで解明す
ることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

１）RNF43 の活性制御に関与する部位の決定： RNF43 タンパク質の細胞内ドメインにおい
て、どの領域がそのユビキチン化活性に関与しているかを大まかに検討するため、第一段階とし
てさまざまな領域を欠く欠失変異体を作製した。変異 RNF43 の Wnt シグナル活性に及ぼす影
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図 1；右側大腸がんにおける RNF43 の遺伝子変異 



響の測検討は、Wnt シグナルレポーターをゲノム上に組み込んだ STF293 細胞を用いたルシフ
ェラーゼアッセイにより行った。欠失変異体によって絞り込んだ部位に存在したセリンに対し
て、リン酸化状態、もしくは非リン酸化状態を模倣するアミノ酸置換を行った変異体を作製した。
これらの置換変異体も欠失変異体と同様にレポーターアッセイによる活性調節部位の確認を行
った。さらに、Wnt 受容体の分解制御に与える影響については、Wnt 受容体 Fzd に対するフロ
ーサイトメトリー解析を行った。 

（２）RNF43 の活性を制御するリン酸化メカニズムの解明： RNF43 の活性を制御する高度
に保存されたセリンをリン酸化する酵素を、in vitro キナーゼアッセイにより探索した。細胞内
で実際にリン酸化が起こっているかについて、二次元電気泳動と正リン酸を用いた全細胞ラベ
ルにより検討した。内因性の RNF43 が細胞内で実際にリン酸化を受けているかについては、リ
ン酸化されるアミノ酸にゲノム編集で変異を導入した細胞を作製し、Wnt レポーターアッセイ
により検討した。 

（３）正常個体の発生に RNF43 リン酸化による Canonical/noncanonical Wnt シグナル制御が
与える影響の検討： RNF43 のリン酸化部位をアミノ酸置換した変異体を Wnt レポーターゼ
ブラフィッシュに導入した。Wnt 標的遺伝子に対する in situ ハイブリダイゼーションとリアル
タイム PCR を用いて canonical Wnt シグナルの活性変化の検討を、胚発生中の体軸形成におけ
る表現型の変化により non canonical Wnt シグナルへの影響を検討した。 

（４）RNF43 リン酸化の腸管恒常性維持への貢献の検討： ウィルスベクターによりリン酸化
部位をアミノ酸置換した変異体を腸管オルガノイドに導入した。オルガノイドの短期的な発達
と長期にわたる腸管幹細胞の維持の両面について、さまざまな増殖因子の組み合わせで培養を
行うことにより検討した。 

（５）RNF43 リン酸化が発がんに及ぼす影響： 非がん細胞であるマウス NIH3T3 細胞に Ras
のみ導入した Cle-H3 細胞を用いて RNF43 のリン酸化が発がんに与える影響を検討した。Cle-
H3 細胞にリン酸化固定、非リン酸化固定の変異体を導入し、恒常的にこれらの RNF43 を発現
するようになった細胞をヌードマウス皮下に移植した。移植後の細胞片の増殖を測定すること
で、RNF43 のリン酸化の発がんへの影響を検討した。 

（６）RNF43 リン酸化が p53 の機能に及ぼす影響： 正常な p53 を持っている大腸がん細胞で
ある HCT116 細胞に RNF43 のリン酸化変異体を導入し、恒常的に発現する細胞株を作製した。
これらの細胞を用いて、定常状態と DNA ダメージを与えた状態で p53 の下流標的遺伝子の発
現が影響を受けるかについて、mRNA の転写レベルとタンパク質の発現レベルの双方で確認し
た。 

 

４．研究成果 

RNF43 は複数のセリンがリン酸化されることにより多段階に活性が制御されていた。複数の
RNF43 欠失変異体を用いた Wnt レポーターアッセイを行った結果、細胞内ドメインに存在す
る異種間、同種ホモログ間で高度に保存されている 4 つのセリン残基がリン酸化されてはじめ
て活性化することが判明した。また正リン酸ラベルにより、内在性の RNF43 においてこれらの
セリンが実際に CK1 によってリン酸化されていることも証明した。さらに、細胞内局在を改変
しがん遺伝子へと転換した RNF43 は、これらのリン酸化を失っていることを見出した。この結
果を踏まえて現状ではリン酸化されていない発がん変異 RNF43 に擬似的にアミノ酸置換によ
るリン酸化状態を導入すると、Wnt シグナル抑制活性を回復した。つまり、細胞内局在異常自
体が原因ではなく局在異常により正常なリン酸化制御を失うことが発がんの原因であったこと
が明らかになった。そこで我々は RNF43 のリン酸化の有無により Wnt シグナルの活性が正負
両方向に可逆的に制御されるこの調節機構を“リン酸化スイッチ”と定義した。 

RNF43 のリン酸化変異体をゼブラフィッシュ胚に発現させた結果、リン酸化スイッチは
canonical と non-canonical 両方の Wnt シグナルを制御し、胚が正常な形態に発生するよう制
御していることを明らかにした。 

腸管オルガノイドモデルにより、リン酸化スイッチをオンに固定し常に活性化状態にある
RNF43 では、短期的な腸管陰窩の発達に加えて長期的な幹細胞維持も阻害されることが明らか
となった。これらの結果より、RNF43 のリン酸化スイッチがオフになり不活性化されることに
よって維持される Wnt シグナルの活性が、腸管の恒常性維持に重要であることが明らかとなっ
た。 

一方で、RNF43 リン酸化スイッチがオフのまま維持されると発がんを誘導した。非がん細胞で
ある NIH3T3 細胞に、RNF43 がリン酸化されず Wnt シグナルを異常活性化する変異体を単独
で発現しただけでは、足場非依存的増殖やスフィア形成などは起こらず、ヌードマウス皮下に移
植しても腫瘍の形成も起こらなかった。しかしこのリン酸化不全変異 RNF43 を導入した
NIH3T3 細胞に更に活性型 Ras を導入すると、足場非依存的増殖やスフィア形成が可能となり
皮下に腫瘍も形成された。これらの結果から、RNF43 のリン酸化による Wnt シグナルの活性
抑制は、特に Ras 変異の存在下で発がん抑制に必須であることが示された。 



これらの結果より、RNF43 のリン酸化スイッチが入らないとがんになり、入ったままでは組織
の維持ができず恒常性が破綻することが明らかになり、Wnt シグナルの fine tuning におけるリ
ン酸化スイッチの重要性が明らかになった。 

しかし一方で、RNF43 はそのリン酸化スイッチの状態に関係なく p53 下流を抑制した。変異
のない正常型だけでなく、Wnt 活性に影響を与える全ての RNF43 変異体も同様に p53 下流の
p21 や Bax の発現を抑制したことから、RNF43 のリン酸化による活性調節は Wnt シグナルに
おいてのみ有効で、p53 シグナルでは別の分子メカニズムによりその活性を制御していることが
示唆された。 

これらの結果はまず初めに Nature Communications 誌に発表された[*Tsukiyama Nature 
Communications 11(1):4586. 2020]。この報告を受け、当該研究成果はテレビやインターネット
ニュースなど複数のメディアにおい
て報道された。さらに BioEssays 誌
より依頼を受け、Wnt 受容体の安定
性を制御する分子機構を理解する上
でこれまでに解明されてきたこと、
まだ未解決のまま残されている謎に
ついて、総説にまとめ発表した
[*Tsukiyama, BioEssays 43(4) 
2000297. 2021]。またその総説内で
は、現在有効な抗がん剤候補として
臨床応用への注目が集まっている
PORCN 阻害剤に対する反応性や感
受性が RNF43 遺伝子変異の種類の
違いにより大きく異ることを解説
し、今後の治療応用の際に薬剤選択
の指針の一つとなることが期待でき
る【図 2】。 図 2；RNF43 遺伝子変異による PORCNi 感受性の違い 
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